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<L e ^r^r 9 betri£ft eine R ibon Uk i einsaure 

Aus Bijsterbosch, M K <=»t- ai „ -. ■ 

«•■»,. vox. 28 . Nr ; ^ m ~ - - ~* 

samxa.t dur ch Ration mit chola st e rin zu ve rl2lZ It 

-r:: e ::t:r werden — ^ - 

a Plasma Proteinen verantwortlich gemaoht. 

isr^ 119 ,^ ftntlSinn " Te ° taik ^-henaen Varfahran 

«t. dass die Hemmung einer oenaxpression mittals Antisi™ 

n^zzz^zi onter I "<^— Oie g ezielte 

dam ziall! 3eei 9"« e dsRNA mit einem zu 

Sardem ein Varf^" f ^ W ° °° /44895 ist au " 

n varfahran zur Hammung dar Expression das Zialgans 



422517.-Ribopharma-.an-2 




15 



20 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung i st es e( „ 
5 zustellen. die eine noch bessere wlrL^ei! % 

terhin sou ein Verfahren sur Her^Zf aUf " eiSt ' 
dsRNA, deren Verwendnng sowie ete £^ H 

Medika.ent bereitgesteL M ^ dsR ™ -thaltendes 

' ^0^.1^^^ - *™e , u . 16 

£ rrr~ -~ ; r - - -i— r ~ 

ErfindungsgemSS ist eine •• . 

konpieMentaren str^T *umind es t abschnittsweise 

destens eine iipepMle gJ" 9 "^' "° b-i » "« 

clischen charakter aufweisen sie I I aliCy ~ 

-bunden eein. Eine " ^ 

zwei Ribonukleinsaure-stranoJ, k !'u eineni odeir 

-ne 4 „ gi3e s i^T*z:zr e m elnsaure 

der dsRNA mUssen Watson &i ,v » " eiSt - Nlcht al l<* Nukleotide 
besondere e in,elZ n [2l aufwei -"- Ins- 

in der d SRMft ^Itllltl^T^ ta " pl — «« Basenpaare 
=de, gar ^tTSTf. it der dsRNA k aum 
kindest W eit ^iTs.T/^ " 

die dsRWA ^LaLe er h dSRNA **»g. so f ern 

- Alig^neinen der Absc^tt ^ - Zie1 ^" 

strangigen DNA in d« Z ^ la "^angs der doppei- 

» einem bei der Tr ZsZlll TT ' 

nenden Abechnitt des^a *" Zie1 ^ * ls "««*«• <**- 

anderen DNA-strangs der doppelstrangigen 
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Strang. De r Strang sTV *" All9emeine » » Sinn- 

» dessen Prozessierungsprodukt, w . e "* Tr^skrxpt Oder 

Falle eines W-fc^^^^ ' 
Virus (HCV), i st H „ e ^- B ' dem Hepatitis-C- 

Strangs des Vx^ deS todl««a« RNA- 

1 Oberraschenderweise hat ea 

Jugation der dsRNA n,in „, ^ St ' 3338 dUr ° h eine *»- 

- — d ie ZTtl^lrZ^T 6 die Effizienz 

Das ist erstaunlich weil * T ma - laterf e ">nz erhoht wird. 
Hegende ^crazel^e-M T MR - 1 »<«*««« » Grunde 

- ^enige. ^Tarr^-a^C^--^ 

dsRHA wechselwirken Zl T ^ ^ *" ~«»*»<W>-«- 

.it ChoXesterin^^LrtTprrt 19 ' •»«* 

tide aur deren v^ss^t eTZ^^'^^^-^leo- 
re„ Oder zellulare Assoz^ti " Zelle " *"*" 8 "««*°- 

dsRNA auch ohne rr:: 6e 

Zellen aufgenommen werden * " *^" f ek tronshnf sm ittel von 
Wlrksa^keit 2U Grunde T T' der ver *>^^rten 

- -igte sicn na^-: h ll L 9 ;r d eMeCh r iSmUS ^ ******* 
verbasserta Wirtse^ Tl , •*""*»«■«-■«• dsRNA die 
eines T rans f J££ lt Zl t jT ^ 
reagent (Roche ^™ « Tranreotion 

Mannhein. Dautsohland) in Zerlen f^*"^ Str ' 116 ' D - 6 «°S 

Zellen erngeschleust wird. Bine 
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P oren kann dafur nxcht verantwortlich sein. 
staunlicherweise wird auch d!rT T Sebunden. Er- 

— . der dsRNA z: :;:^rj~^ h r si - 

( -PPe aufweisenden strang der dsRNA _ 2ei - : U£U^ 
Als vorteilhaft hat e<? c-i^ 

Gruppe „ 5.-W LTs"« ^r Sen ' " erm liP ° Phlle 
insbesondere kovlw! T Und/ ° <3er deS Stran * s 82. 

s terols , Jit:: s r::: ^i^rr™ eines 

re verzweigten alioW ! leSterin oaer ein ^, insbesonde- 

Bie lipophilTsrute * T K ° hl — -^offs aufweist . 
v^iuxe oruppe kann die Strulct-nr- , r ~~ „ . 

-rba^dsaure-choiesteryiester o^ZTj^T^'^ 1 ' ' 
Ms-decylamid aufweisen. Hydroxy-dodecansaure- 

Noch weiter gesteigert warden lcann rH„ , 
wenn diese an ifcre* das 3 . Wlrksa *"«" der dsRNA, 

Ende einen aus 1 bis 4 T 81198 " auf «*isenden 

Strang S1 a ZlL t 2 t "f""""- 1 ^ NuWeotiden as, 

andere ds^A ^ Tt"" 0berha " 9 DaS • 

ausgebiidet sein ^ ^^T^' ^ ^ 

dsRMA ist ein iiberhana IT 9 Int «ferenz-wir)cung der 

Bie StabHitat^Z. r eineI " EndS dSRNA — eichend. 

durch z„ex Uberhtage. Ei„ e dsRNA mit nur 
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einem Uberhang hat sich sowohl in verschiedenen Zellkulturme 
dien als auch in Blut, Serum und Zellen als hinreichend be- 
standig und besonders Wirksam erwiesen. 

Bevorzugt weist der Strang SI der dsRNA weniger als 30, ins- 
besondere weniger als 25, Nukleotide auf . Die Zahl der Nu- 
kleotide des Strangs SI sollte mindestens 17 betragen. Vor- 
zugsweise weist der Strang SI 21 bis 24 Nukleotide auf. Eine 
solch kurze auch als siRNA (short interfering RNA) bezeichne 
te dsRNA hat sich intrazellular als besonders bestandig er- 
wiesen. Bevorzugt weist der Strang S2 maximal dieselbe Zahl 
an Nukleotiden auf. Das Zielgen kann ein, insbesondere spezi 
fisch, in Leberzellen oder Zellen des Pankreas, der Gebarmut 
ter oder der Harnblase exprimiertes Zielgen sein. Bei den Le 
berzellen handelt es sich insbesondere urn endotheliale Zel- 
len, Kupffer-Zellen oder parenchymal Zellen. Bei solchen Le- 
berzellen ist die erfindungsgemaSe dsRNA besonders wirksam, 
weil sie besonders effizient von diesen Zellen aufgenommen' 
wird. Dies gilt insbesondere dann, wenn die lipophile Gruppe 
ein Grundgeriist von Cholesterin aufweist. Eine gute Aufnahme 
der erfindungsgemaSen dsRNA findet aber auch bei Zellen ande- 
rer Gewebe, wie Pankreas, Harnblase und Gebarmutter, insbe- 
sondere Zervix, statt. Besonders gut geeignet' ist die erfin- 
dungsgemafce dsRNA zur Behandlung einer Infektion mit dem Le- 
berzellen befallenden HCV- Virus. Dazu stammt das Zielgen aus 
dem HCV-Genom, insbesondere der am 3 1 -Ende des HCV-Genoms be- 
findlichen nicht-translatierten Region (3--UTR). 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstel- 
lung einer erf indungsgemaSen dsRNA, wobei die den Strang SI 
und/oder den Strang S2 bildende RNA mittels Festphasensynthe- 
se in Richtung vom 3 • - zum 5 ■ - Ende hergestellt wird und da- 
bei ein eine Phosphoramidit-Gruppe aufweisendes lipophiles 
Molekul beim letzten Synthesezyklus an das 5 ■ -Ende der RNA 
gekoppelt wird. Bei der in auf einanderf olgenden Synthesezy- 
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eingebauten Nuklenh^o • °H-Gruppe des zuletzt 

i - gabundan. xL^-r ^ ^^-"-^osphor^.i, 

Oruppe auf so " 1P ° Phlle M ° leW1 *™ Phosphoranndit- 

vupxiixe Gruppe aufweisenden dsRwa • 
einfacht. Die Svn^ aoc t, Qskna deutlich ver- 

aie Piiosphitylierung einer f rP ipn n« - 

dit-Gruppa basondars ainfach baraitgaste^TjT ! 

these des di^ ph^o v . rei tgestellt werden. Die Syn- 

«JTta l: s: r T: dit " Gruppe - ft » i — « 

ein SauraaJa X^Is ^ Ch0leSt ^-^£o rai a t in 

=™ ltL ? oaer das Umsetzten von t 
mit Di-n-dacylamin unter mi, HydroxylaurinaSure 
fassen. Bei dem «.^T I ^ um- 

PhUan ^e^at ^S^^ Xipo- 
d-i-ic^v- -> . n m [6-(2-cyanoethoxy)-N N- 

nh „ . , """^^^^^'-M.N-diisopropylamino- 
phosphanyXoxyLdodeoansaura-bis-decyla.nid handaTn 

entnaltanan 2ie ^L ^^7* ^^o* •*»»■ *» Sellan 

3 en. Basondars vlrtaiahaft TV" ° ^ ^ VtTO s^ 1 ' 

*ein Agans « ^ , " e ™ <^ 

dsFWA in dia ZTj, * WElCheS die dar 

soichas A d :: s : e " :j;T: teit wira - Dad - h *— *>«* ein 

solchas Agans isTbai NS * e ™" k ™°°" ver^iadan wardan. Bin 

Kooba magnostics « ^ M "» 

vertxeben wird. Dieses Agens ist in 
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vivo jedoch nicht einsetzbar- vn. 

on des Zielgens in ? x Vorzu 9 s ^ise wird die Express!- 

xgens ln ' msbesondere mit dem wrnr xr- . 
ten, Leberzellen oder 7«n ^ HCV-Virus infizier- 

Genora, insbesondere der am l • . ! * US dem HCV " 

s±atx«rt«, Regxon (3'-utr), stamnen. 
Die Erfindung betrifft auch ■ 

enthaltendes Medikamanf ' , erf in *»SsgemaEe dsRNA 

Sielgens. Bevor^ugHat ^J**™** Jessica ainaa 

durch welches die A f Me<UI ™ Agena enthal- 

mit dan, HCV-Viras tZll T " insb —*~e 

. d Sr o^r: r::;At™" oae h r zeiien - 



20 Fig. i 



Pig. 2 



Pig. 3 



eine schexnatische Darstellung eines Synthese- 
wegs fur die Herstell ung von "C32», 

GaieHuH-7 Zellen nach Trans fektion mit dsiL, 

3 Pi9 ' 4 f ^ relat±Ve P - Galaktos ^-e-Aktivit,t in 6- 

GaieHuH-7 Zellen naoh Transfektion nut dslL 
ohne Verwendung eines Tr.ncf u. 
tela imrf • Trans fektaonshilfsmit- 
Transrl 6111611 N ° rthe — B^t der nach der 
^ansfektxon aus den Zellen isolierten dsRNA 
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Fig. 5a, b, 



iner ; r n J f h aS *^^' -K*. nach 

der 12 ! V ° n Zellen des ^eas. 

dul ! " ^ H «nMase °tae Verwen- 

Zell «n xsoliert worden 1st. 

Synthese des Cholest-e,^ • 

^-"" i esterinderivats "Choi": 

Der Syntheseweg f(ir ais n ., ot 
« in Fig . 1 dargLtellt ^^"^ v ° n Choi 1st schematise,, 

Zur Synthese wurde Cholesterv! „m « 

Zugabe von 1.2 A^ivalentenT* " 8 Wi * f ° l3t 

» a Hco 3 ins sau re r id T^j^:r r no1 in 

15 terylester 9 Oberfuhrt: ^~ hS ^ 1) - Carbamids ^re-choles- . 

2 g (4,45 mmol) Chol^c.*-—^,-, 

ter starken, Ruhren ^ rden ' If ^ NaHC0 > Un- 

»» r > 6 -inohe X anor::^t\T:r d CH b "i ooc 626 - ,5 - 34 

I -hung ^t 30 J.^) v ^V- ^ Rea *"°-n>i- 

ganisohen Phasen wnrden ,n„ k r , veremigten or- 

*filtri«: und -l^^T^ "** 8 °* 

^els sanlenchroJtoXphL g ;: e : n % a rT ^ 
cm hoch mit KieselaM v 9 ere m lg t. Dazu wurde eine 15 



cm hoch mit KieselcreO v ^reinigt. Dazu wurde eine 15 

*u«er atr. 2S0 LLtaTT 40 " 63 " <MerCk KGaA " 
hexan/Bssigester 2,1™""" ««*dttrt diente Cyclo- 



«25 1 7-Ribophan B a- an -2 
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Oberfuhrt: " *™ Phos Phoran,i dit - Gruppe 

Es wur den 500 n,g (0 ,944 des Edukts 

frexem CH 2 cl 2 g e i ost ^ ^ cs » 15 ml wasser- 

ROhren wrden anschlieEen<J ^ -«"t. Onter 

Pylethylamin ( DIPBA) ^ 2 ' 83 mmol) Dilsopro- 

wurde zunSchst alt CH,C1 JT! Reak «o„ s „a schung 
-it CH 2 C1 2 rttc kextrahiert * od ! eilCh " aBd * 316 was "^ 

gon d ruc k gere inigt . Dazu ^^T^^^ "*= 
Korngrofie 40-63 m (Merck KGaA) gef iillte S^X ^ 

Synthese des M-n-decylaminderivats -C32-: 

^TTZZZlT ~~ C32 ist sch _ tisch 

uecyiamid 16 umgesetzt: 
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2.31 -»i P-^-^ethyla^^^ (DMAP) J^Va^ * 

h wurde das Rohprodukt mit CH pi tUr * r3ftl9 9«<*rt. Nach 16 
extrahiert, wo bei sic h " ^ 2 T^™* ^ Z " eimal It H 2 o 
' weiSer Feststoff Mi^t* n ™ SS ™° en ein flockige* 

ruckextrahiert ta I R °" W * SSri9e Phase «** 'it CH 2 cl 2 

ohromatographie gereinict Da„ V" Sa «len- 
Kieselgel. KomgLe I ! 63 £ ^ " Cm h ° Ch "** 

hexan/Bssigester 4:1. FluEmzttel diente Cyolo- 

^S^ESS:?- ~ SUlti — ~ S 16 ^de wie 

:iz:z ic: r 3 ~: s 16 in 30 - - 

her evakuierten und m < *. * ^on-Gegenstrom in einen vor- 

t- ^ -^i^SL , rr:.T: i 9 ; mit - on - 

tropfenweise 504 al (2 ok ,/ ' nUn0l) DIPEA ™* 

CH.C1, LCjTd Reaktl ° nSm -rde zunachst 
Mert. Sch3i" h 9SSStti9t - Naci- L8sull g extra . 
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Das verwendete Kieseloel , 9 r 8,1 + 1% Bt &. 

hexa„/ 1% Et 3 N auClTLr;, * 2 SUmden mit 

Die far die Synthesen von Choi und C32 ^ 

lien stammten von Fluka In A exngesetztea Chemika- 

SG, Schweiz und dir^'J^T^""" CH " 94 ' 71 * UChs 

ten Bestandteile der PluL,,^ nChr ° mat ° graPhie 
Schoe m perlen Str £ 7 ^ " * ~ Hoth GmbH & Co., 

76185 Ka nsruhe, Deutschland.. 



15 RNA-Synthese: 




Als Zielsequenzen fur die rna m.-. * 

aus der hoch konsorviertenT ^ ^ S< ~ 

™ (HC V) - Gens sowie .^TsL °" "^"^ C Vi- 

Gal)-Gen aus E Zli *" E - Gal ^tosida se ( p. 

co - ii gewahlt. Die fur- Tr^r-^-r i . 

S2: 5'- ACG GCU AGC UGU GAA AGG UCC- 3' (HCVlls Q 
o - 3-AG D GC CGA DCS ACA „ DCC AGG- ^ ^TL^" 

» P Galakto S1 dase-Gen komplementar ist: 

82. 5'- GUG AAA UUA UCG AUG AGC GUG- 3' (Gal3s « 
5 S 1: 3^-GC CAC AAU AGC UAC UCG CAC- - 1 12 V" ^ " 

«-*»- ^ (Gal2 - Sequenz Nr. 3) 
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Ala Negativkontrolle wurde eine' ala K22 h.» ■ ,. 
verwendet, die keinen bezeichnete dsRNA 

aufweist Die S e 9 2U ^ ^inderten Gen 

urweist. Die Sequenzen der beiden die dsKHA K22 M!„ „ 
Oligoribonukleotide aind ala Sequenzen ^ ™ bxldenden 
quenzprotokolls enthalten. qMa " n - lte - 5 und 6 xm Se- 

land, und herke^Ln I B ^ st °™' Weiteratadt, Deutach- 
von RibcnnLeL™ , P SnSyntheSe "*« 

-hiand ^IIZ oZTToTT {chemsnes 

01721, USA, nergeate^ 1 „ AVtmUe ' * Shlan<1 ' » 

™oe der synthetiaierten RNA gekoppelt. 
RNA- E i„ Z elatrange mit und chne lipophile „ 

- teis „ PLC inigt ais s4uie: i^zTJlTZZt 

5 "in Tentclla f""" *" ^"^^ 65 »° 

der Einzelstr/ 9 ' '" 1/Minute - Hybridiaie- 

30 zen de s ..^ZI^". Co ^ el ^rang erfolgte durch Erhit- 

^.ri^boapb;::;^::^ :t s :oo r Einzeis — *» «> - 

. nacMolgendes langaa^s^Ien ler HLT ^ 
Peratur. r • stunde n auf Raumtem- 
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Es wurden die folgenden mit lipophilen Gruppen modif izierten 
dsRNAs bzw. siKNAs synthetisiert : 

Gal mit der lipophilen Gruppe Choi am Strang SI: GalChol-as 

Gal mit der lipophilen Gruppe Choi am Strang S2 : GalChol-s 

Gal mit der lipophilen Gruppe Choi jeweils am Strang SI und 
am Strang S2 : GalChol-2 



as 



Gal mit der lipophilen Gruppe C32 am Strang SI: GalC32- 

Gal mit der lipophilen Gruppe C32 am Strang S2 : GalC32-s 

Gal mit der lipophilen Gruppe C32 jeweils am Strang SI und am 
Strang S2 : GalC32-2 

HCV mit der lipophilen Gruppe Choi am Strang SI: HCVChol-as 

HCV mit der lipophilen Gruppe Choi am Strang S2 : HCVChol-s 

HCV mit der lipophilen Gruppe Choi jeweils am Strang SI und 
am Strang S2 : HCVChol-2 

HCV mit der lipophilen Gruppe C32 am Strang SI: HCVC32-as 

HCV mit der lipophilen Gruppe C32 am Strang S2 : HCVC32— s 

HCV mit der lipophilen Gruppe C32 jeweils am Strang SI und am 
Strang S2 : HCVC32-2 

Der Effekt der RNA- Inter ferenz auf virale Gensequenzen ist an 
Hand eines nicht-pathogenen Ersatzsys terns untersucht worden. 
Dazu wurde ein Oligonukleotid gemaS der Sequenz Nr. 7 des Se- 
quenzprotokolls vor ein fur E. coli-p-Galaktosidase kodieren- 

422517rRibopharma-an-2 
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des Gen aus dem kommerziell erhaltlichen Expressionsvektor 
pPGal-Control (BD Biosciences Clontech, Tullastrasse 4, D- 
69126 Heidelberg, Deutschland, Gene Accession Number U13186- 
Nukleotid 280-3429) kloniert. Die Sequen Z Nr. 7 entspricht ' 
einer 24 Nukleotide umfassenden Sequenz aus einem hochkonser- 
vierten Bereich der 3 ' -UTR des HCV-Genoms . Das so generierte 
Fusionsgen wurden in das kommerziell erhaltliche Expressions- 
plasmid pcDNA3 . 1 ( + ) (Invitrogen, Life Technologies, Techno- 
logiepark Karlsruhe, Emmy-Noether-Str . 10, D-76131 Karlsruhe, 
Deutschland, Katalognummer V790-20) kloniert, welches ein Re- 
sistenzgen gegen das Antibiotikum Neomycin enthalt. Das re- 
sultierende Plasmid wurde als P 3 bezeichnet. In p3 ist die- 
HCV-Sequenz gemafi Sequenz Nr. 7 nicht Teil des offenen Le- 
serahmens der fur 0-Galaktosidase kodierenden Seguenz, so 
dass die HCV-Sequenz zwar als Teil einer fur p-Galaktosidase 
kodierenden mRNA transkribiert . aber nicht als Teil eines Fu- 
sionsproteins exprimiert wird. Die den 24 Nukleotiden ent- 
sprechende Sequenz der mRNA ist dann identisch mit der ent- 
sprechenden Sequenz des HCV-Genoms. Das Plasmid p3 weist den 
folgenden relevanten Sequenzabschnitt gemafc Sequenz Nr. 8 
des Sequenzprotokolls auf: 

GTC ACC T2G ICG TCA COG CTA GOT GIG AAA GGT OCA CTC ACC MG TOG TIT ACT TTG 

M S F T L 

Die N-terminale Amino sauresequenz des Fusionsproteins HCV-fl- 
Galaktosidase ist unter der DNA-Sequenz auf gef vihrt . Die HCV- 
Sequenz ist kursiv dargestellt. Der Beginn des (3-Gal-Gens 
(einsohlieElich 6 Nukleotide der Kozak-Sequenz vor dem Codon 
ATG) ist unterstrichen. 

Alle Experimente zur Untersuchung der posttranskriptionellen 
Hemmung der Genexpression durch RNA-Interf erenz wurden mit 
Zellen der von HuH-7-Zellen (JCRB0403, Japanese Collection of 
Research Bioresources Cell Bank, National Institute of Health 



422517-Ribopharma-an-2 



15 



10 



15 



Sciences, Kamiyoga 1-18-1 o 

Seleiteten Ze ll linie ^l^Tl I' l "' ^ 

handelt es sich un, eine h^l J ^ * tot " Bei HuH - 7 

Zellen wrden mit p3 B *"°»-^linie. Me HuH-7- 

. Zellen weisen eine Res tsTe» M " transfi ~«ten HuH-7- 

- Dulbecco's MEM (BIOCHROM AG to~ 

Berlin. Deutschland) T t To, 2_S ' °' 122il 

(PCS) und 350 «g/ml x. „, ' Fotalem Kaiberserum 

bezeichnet, ^^tanun. i m Fcl genden als 

- Dulbecco's MEM ohne Fc<! 

•W M bezeichJt ma 9Snden - Se ^-ie3 Me- 

- p hosphat-gepufferte q=t 

■frfl fi ltrlert im fT° 4 ' H2 ° md ™ KH 2 P 0l , pH 7,3, 

' m f0l9endKl "PBS" bezeichnet. 

Die Zellen wurdpn .,• ^ 

A- S p Mre >nTj ^^V 7 ^ ^ 5% " i3 - Con- 
sciences, Koolhovenlaan u TT. 'C^" 9 B ' V ' L «* 
«•) fcultiviert. 1119 W s *iphol- Rijk , Niederlan . 

Tranzf ektionsexperimente : 
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Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg lb 381^ « 
Deutschland, Nummer ACC 161 , J Braunschweig, 
ZeUen (Zel llinie ^ ^ H ^W ar2inom . 

Sammlung von Mikrooraani ^ ^ DSMZ " DSUtSch * 

^ ACC 376) und z 6 n a n *ej.±Kulturen GmbH, Nummer 

eine Aussage flbT^/j^T ^ ^""^ Und damlt 

licht. **^ti°nseffizie«z der aiRNA ermag _ 

Transfektionen erfolgten 24 h n =„v. 

96-Well-Plattan (2.1 T^, ^ Auss8en Zellen in 

*-j.dtcen (Zellzahl am Aussat-arr. o i r.4 
12-Well-Piatten (Zell^i Aussata £T- 2-10 4 pro Well) bzw. 

Transfektion der Zellen e rf„lT Pr ° Well) " Die 

Tranfection Eea J B ^ f ° l9te ent »^ -tttrt. FuGENE 6 

n Ke agent (Roche Diagnostics i-mxm 
fektionshilfsmittel. ' GmbH) odsr Trans- 

Transfektionen wurdeain 96-Well-pIT tten ,1 i v 
-it einer siRNA-Konzentration , ™ * Besti "™"9) 

fuhrt. Die Transit ° Pr ° Wel1 *>rchge- 

Pipettiert ^ wIT*"? *" W1 " hi — 

Transf ektion^ze b es1LuT ™ 10 ° *' S «• 

Konzentration entsnre^ T ZU te ^enden 

-rden. Bei Z T^L2 10 ° »«WBlt 

ve^isoht und S^^^^'^'"" ""W^- It SFM 
wurde 20 min birZnr * VSrSetZt - ^ "*«*»« 

Pipettiert und die ^TT" inkUbie "- die Wells 

Atmosphere insert " h ^ ™* S ^«« 
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Transfekt ion von R -re-itp,,,,,., , . 
tarzinom;^^^^ 

Transfektionen wurde in 12-Well-piahi-^ • , * 

Pro wan verwand e r pL a K ° nZentrati ° n ™» "0 nM siRNA 

faktionsansatzes pro Wall ersatz „ T " 63 TranS " 

tiert durcb 1 ^ Medium ^.^^T^" 

inkubiert. zellen weitere 24 h 

^^^^^ 

Die Zelllyse wurde 24 odTr 48 h na i. „ 

1.4-Dithiothreitol (DTT) Id 7\ L ^s-Lo S ung (0.5 mM 

Bestell-Br. 1 697 498) . „ 50x " Roche Diagnostic* GmbH, 

tration in Lysialsoluti" T e^ fo hlener Konzen- 

t~ oriva. Postal cltv CA 85 ° C - 

und^ue c :iL\ 4o :ri:r:r P tr- mv 

tion bei 1S100 „ ' J° rt — — ^ min Zenti-ifuga- 

-~ t , D aut S c h iand" B : s ::i i-L o -' 5 s°: 7 t 6 £ rL 1220 ' d - 5iss2 

Lummometer (Berhhoi^i ^ . ^.476) an exnem Sirius 
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Galaktosidaseaktivitat wurden 5 «i 7e m 1 . " 

-Ml Galactcn (Applied ^^^^ S "' 5 " 
e.nem Hamolyserohrchen gexnischt und 1 h T M ln 

5 in k ubier t . Dann ^ Q ^ ^ ^ 

0,06% Emerald Enhancer IT <7 f- ! ~ StQPp - Mlx (200 mM NaOH, 
am Luxninoxneter gemessen. ^ SOfort di * Lumineazenz 

' ^^^^^^ 

24 h nach der Trans f«*H--;™ • 

und die ^"-"T" 12 " Well - Plat ^ -rde die 

den Zelllysaten isoliert Di- r , • ' Deutschla »d) aus 

totoU "Eolation of total ™ A T * ^ *" Pr °- 

*ur weiteren Verwendung bei -800. =, tt ^ XU& bis 

die kurZ e siEMa 80 ° aufb «»^. da sich in die- 

on an Gesamt-RNA bestimmh - Relato.cn 2U r Konzentrati- 

- siRNA ana den Zt^jT^ ^ 

setzt. Gleiche s i Hm *, emzelnen Proben einge- 

««* wnrden ^Z^ZT ZlT^ » — 

Ethanol 1-1 anf E "~»y-Kini-Kit) /70% 

*»* ; ~ a auf9emit - ^ 5 ^ -■ ~* 

Natriumaoetat (NaOAc) r«, c „ . /10 Volu » e n 3 M 

Ethanol (EtOH) Mr l7„ k S ° Wle 3 Vol ™ in » ^solutem 

^ts ^ 700 rt 7 o, lf :^ 10n bS1 16100 ^ PeXletiert. die Pel- 
richer g-Zahl 9e " aSChen ma S „dn bei 

zentrrfugxert. Nach Mmgime 
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resuspendiert, durch 5 mi « t t, . Cetat - Dlnatr iumsalz) 
«uenzie r£J el (10 x 1Q x 0 ,Tc n llT^ se- 
jeweiis aus dem Rotiphorese ' ml ^ensiergel-Verdflnner. 

20 Ml -Tetr» m l>,T!: ~ ' D - 7618 5 Karlsruhe) 

GmbH iC o.. ^JTZTtZTTTr in <TEMED) (feari *° th 
— i, at (Carl Roth G ^ c i> ^iiiAV 0 * *— »- 

Bors a ure-EDTA (TBE) (10,8 a THIS A ±X Tris - 

EDTA. p H 8,0) als Lau fo,,fF 3 Borsaure . i ■»! 0,5M 

fer unit (amersham Biosciences ^pe ^V"^ TranS ~ 
D-79111 Freiburg Deut „ H „ „ P ™ bH ' tal Ser Str. 9, 

troPboretiscb (2 b ^ 100^,' "T^*" 8 °-"^> eleX- 
(Amersben, Biosciences ^rl ' x N *->™n 
-^-rierb. ^T^r:^^ 1 ^-^ 20 -' 
t- « und ^blieGend ^Z to'o ^Z^ 

— ^ ~ r- Einzei - 

eingesetzt und dazu am h c HCVlls (Sequenz-Nr. 2) 

kinase r^" v ^^ '" ittelS ** Bolynukleotid— 

Bn 3 lanc BiolaCs, ^ g " ' « ^ — « von New 

- -in, Beubschlend, ^ 0 £"; «-«"« ™- 

bei 37»c inkubiert Ansohi • * I' M ° 201S) ^setzt und 1 h 
-it H,o auf loo " au ^ o ; f " Ued " diS R ^tion smi scbun g 

Micro Spin ™. 25 sa ir £ S ° nden ^ttels einer 

Saule (Amersham Biosciences J_ 
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reinigt. Dazu wurde die Reaktionsxnischung auf di. V 
texten und 1 min bei 0 7 rr - i. kurz ^evor- 

getragen und die Sonde 'I f ° ck — ^rif ugierten Saulen auf- 
-in bei 0,7 g eLL't ^nt rifugation f , r , 

Hybridisiemnrr. Fiir die Hvhr^' • 

pre SS „ yb » „ ybriaisation ~r;rsr aIctlon "* die 

Tullastr. 4, D-6912S h ■„ ^ Biosciences Clontech, 

erst ™ rde die M^^: f r9 '. DSUtSChland ' 

Hybridisation Solution prahybridisiert d! h * WM ** 
pressHyb Hybridisation Solution d T' • ^ dle Ex " 

^ressHyb Hybridisation So^ L uId a T™ ^ * * 

■narkierten Sonde ersetzt und der BW 1 H k ra<Si ° aktiv 
Biert. Anschliefiend erfoloTZ de * Blot 1 h be i 37°c hybridi- 

-peratur, ^^T^TZ^oTlTcT ~ "~ 
triumcitrat, p H 7,0 0 n«;* „ * • MaC1 ' 30 «" "a- 

innerhalb von ; "^"^odecylsulfat (SDS)), 

welche 

^Waschlosung 3 as ^^TTT ^ " — 

0-1% SDS) unter ZWelma u 0 ^ *' 5 ™ Natri — itrat, p H 7,0, 
wicklung ^ae die ^ "« — 

Frischnaltefolie u^ickelt und ^"^^ 9ele9t ' mit 

Bestell- Hr . .3-0035-5?, angles! Bl ° SC — ««*P. «bH. 



ErgebnisRto> 



Alle Experrmente zur Besti^nung der B-Galakto«„ 
»urden 5-fache ausgefuhrt und ein Mittff t T *' WW ' lt,t 
Werte gebildet. Die EraebnH T Mlttelwert der Semessenen 
bewirkten Snderungln dlr ft G 1 ^ f** ^ ^^"o- 
«-h in Pig. 3 CesteXl^ D ^ Se " J0CtiVitat ^ 
Zellen 1st als J „ H DEr Ml "el„ert unbehandelter 

-ellen e^ittelt^ *"* «*—«»*«*. 

W*rte sand Verhaltnis dazu dargestellt. 
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Es zeigte sich, dass durch die modif izierten siRNAs die 
Genexpression auf bis zu 56% im Falle von GalChol-s herabge- 
setzt werden konnte. 

Das Ergebnis der ohne Transf ektionshilf smittel mit 0- 
Gaienuh-7-Zellen durchgefuhrten Transf ektionsexperimente ist 
xn Fig. 4 dargestellt. Die Inhibition der p-Gal-Expression 
xst mttela Messung der (3-Galaktosidase-Aktivitat bestimmt 
worden. Die von den Zellen aufgenommene siRNA ist im Zellly- 
sat mxttels Northern Blot durch Hybrid! sierung mit den radio- 
aktiv markierten Einzelstrang-RNA-Sonden Gal3s und HCVlls 
nachgewiesen worden. 

im oberen Teil von Fig. 4 ist jeweils die 0-Gal-Aktivitat der 
mt den angegebenen siRNAs behandelten Zellen dargestellt. Im 
unteren Teil der Abbildung ist jeweils der Northern-Blot der 
aus diesen Zellen isolierten siRNA gezeigt. Von links nach 
rechts zeigen die ersten vier Spuren des Northern-Blots die 
S1 RNA-Isolate der mit den modif izierten siRNAs HCVChol-s 
HCVC3 2 - s , GalChol-s und GalC32-s behandelten Zellen. Die'fol- 
genden drei Spuren zeigen siRNA-Isolate der mit den nicht- 
modxf izierten siRNAs HCV, Gal und K22 behandelten Zellen. 

Fig. 4 zeigt, dass siRNAs mit den Modif ikationen Chol-s und 
C32-s auch ohne den Zusatz von Transf ektionshilf smitteln von 
Zellen aufgenommen werden und eine Inhibition der Expression 
ernes Zielgens bewirken. Nicht modif izierte siRNAs werden 
hmgegen ohne Transf ektionshilf smittel nicht von Zellen auf- 
genommen und hemmen die Expression der P-Galaktosidase nicht. 

In den Figuren 5a, 5b und 5c ist jeweils ein Northern Blot 
von aus Pankreaskarzinom- (Fig. 5a), Zervixkarzinom- (Fig. 
5b) und Harnblasenkarzinom-zellen (Fig. 5c) isolierter siRNA 
argestellt. Die jeweiligen Spuren der Northern Blots zeigen 
von ixnke nach rechts siRNA-Isolate aus Zellen, welche mit 
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folgenden siRNAs ohne Traasfektionshilf sndttel behand s l h 
den: HCVChol-s (Spur 1) Hn ~„ ,„ """"J- behandelt wur- 

3). GalC32-s (Spurl, „"T \ PUr2> ' GalCh0l - S <SPUr 
auren 5a, 5b und 5c Lea f ^ 61 ' We Fi ' 

auch von andean Sell" T * ^ ~"»*»<™-*«. dsRNA 

M lfsmittel au r :: e ::^;: — «*« 
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Patentanspriiche 
1. 



6. 



Doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA) mit einem zu ei- 
nem Zielgen zumindest ■ abschnittsweise komplementaren 
Strang SI, dadurch gekennzeichnet , dass an der dsRNA min- 
destens eine lipophile Gruppe gebunden ist. 

DsRNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
lipophile Gruppe nur am Strang SI oder nur an einem wei- 
teren zum Strang SI zumindest wait gehend komplementaren 
Strang S2 der dsRNA gebunden ist. 

DsRNA nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass die lipophile Gruppe am 5 ' -Ende des Strangs SI 
und/oder des Strangs S2, insbesondere kovalent, gebunden 
ist . 

DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die lipophile Gruppe ausschlieSlich 
am 5 '-Ende des Strangs S2 gebunden ist. 

DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die lipophile Gruppe die Struktur 
eines Steroids, insbesondere eines Sterols, vorzugsweise 
von Cholesterin oder eines, insbesondere verzweigten, 
aliphatischen Kohlenwasserstof f s aufweist. 

DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die lipophile Gruppe die Struktur 
von <6-Hydroxy-hexyl)-carbamidsaure-cholesterylester oder 
12-Hydroxy-dodecansaure-bis-decylamid aufweist . 

DsRNA nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dass die dsRNA an ihrem das 3 ' -Ende des 
Strangs SI aufweisenden Ende einen aus 1 bis 4, insbeson- 
dere 1 oder 2, Nukleotiden am Strang SI gebildeten ein- 
zelstrangigen Oberhang aufweist. 
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8 ™^r£::rzTr^r^ 

una 25, Nucleotide a" 1^ vo^rzugsweise Zwischen 20 

besondere der am 3 pT ! ^ ^ HCV " Ge ^ ins- 

11. Verfahren 2ur Herstell ung einer dsRNA M ^ • 

• spruche 1 bis 10 r?*^ *, h einem der 

x dxs io, dadurch gekennzeichnet d a « ^ ^ 
Strang si imrf/A^ -, . , c ' aass die den 

stellt wi-d urrri ^=>k • • J zum 5 ' -Ende herge- 

"■srsxrirrs li ; dadurch — — — . — 

freipn nw „ lAU ' 17) dle p hosphitylierung einer 

frexen OH-Gruppe 2ur Pno S pho ramidit . Gruppe ^J™** 

- lesteryl . chlor£OOTdat (8) j :: n -::~ rr - 

110, 17) das Umsetzen von 
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12-Hydroxylaurinsaure (11) m±fc T*i « * . 
Bilduncr ein.r . Dx-n-decylamin (15) unter 

vixaung emer Saureamidbindung umfasst. 

Zielgens. in Zellen enthaltenen 

17. Verwendung nach Anspruch ifi 

•dabei kein Agens ve ^e wird I T*™*^* ' 

nahme der dsRNA in £T^i" ^ 

Qle Ze llen vermittelt wird. 

18. Verwendung nach Anspruch 16 oder 17 fc , 

net, dass die Exmr—. ■ - dadurch gekennzeich- 

aie Expression des Ziel<-n=n<= i„ 
mit deiu HCV-virus infiziertl r k ^sbesondere 

des Pankreas, der Gebarmutter Oder der Har^l! k 
wird. Harnblase gehemmt 

19. Verwendung nach einen, der Anspruche 16 bis 18 d„H „ 
gekennzeichnet, dass das zi.l„. dadureh 
besondere der am 3 ^ ^ *" -s- 

nicht-trans^L ! HCV-Genoms befindlichen 

bt translation Region O'-UTR). stalmt . 

20 ' enlhaiT" He,mUn9 »*«••*<» e-es in Zellen 

enthalten 1st einei " 1 bis 10 

21 - rsrs srss 2o : d " — — — *. — 

- der ^ " " ^ . ^ ^ ^ - — 
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23. Medikament nach. einem der Anspruoh 20 bi. 99 a . 

keimzeiohnet, dass das Z1 -l ' dadurch 9^- 
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Zusammenf as sung 



Die Erfindung betrifft eine doppelstrangige Ribonukleinsaure 
mit einem zu einem Zielgen zumindest abschnittsweise komple- 
mentaren Strang SI, wobei an der dsRNA raindestens eine lipo- 
phile Gruppe gebunden ist. 
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siRNA 



Fig. 4 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

5 <110> Ribopharma AG 

iq <120> Doppelstrangige Ribbnukleinsaure mit verbesserter Wirksamkeit 

<130> 422517EH 

15 

<160> 8 

- <17 0> Patentln version 3.1 

25 <210> 1 

<211> 23 

<212> RNA 

30 

<213> Hepatitis C virus 

35 <400> 1 



ggaccuuuca cagcuagccg uga 23 



<210> 2 

<211> 21 

<212> RNA 

45 <213> Hepatitis C virus 

<400> 2 
50 acggcuagcu gugaaagguc c 

Ct JL 

<210> 3 
55 <211> 23 
<212> RNA 
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<213> Escherichia coli 



5 <400> 3 

cacgcucauc gauaauuuca ccg 

<210> 4 

. 10 

<211> 21 

<212> rna 

15. <213> Escherichia coli 



<400> 4 

gugaaauuau cgaugagcgu g 



<210> 5 

25 <211> 24 

<212> rna 

3Q <213> Kunstliche Sequenz 

<400> 5 

35 gaugaggauc guuucgcaug auug 




4 



45 



50 



<210> 6 

<211> 24 

<212> rna 

<213> Kiinstliche Sequenz 



<400> 6 

aucaugcgaa acgauccuca uccu 



<210> 7 

<211> 24 

55 <212> DNA 

<213> Hepatitis c virus 



60 



<400> 7 
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gtcacggcta gctgtgaaag gtcc 

<210> 8 

<211> 57 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



gtcaccttgt cgtcacggct agctgtgaaa ggtccagtca ccatgtcgtt tactttg 



<400> 



8 
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